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Het effect van hybride soortsvorming op waardplant-
specificiteit wordt onderzocht aan de hand van P.infes-
tans x P.mirabilis hybriden. Isolaten uit het centre of
origin (Toluca Valley, Mexico) van beide heterothalli-
sche Phytophthora soorten zijn gekruist op rogge-agar
platen. Gevormde oösporen zijn geïsoleerd en tot kie-
ming gebracht. Kruisingsproducten zijn geanalyseerd
met AFLP en getoetst op waardplantspecificiteit. Uit de
verkregen AFLP fingerprints bleken alle geïsoleerde na-
komelingen hybriden te zijn. Deze hybriden gaven een
heftige hypersensitieve response bij inoculatie van bla-
deren van het vatbare aardappelras Bintje. Het P.infes-
tans ouder-isolaat gaf zware aantasting en het P.mira-
bilis ouder-isolaat gaf een milde hypersensitieve
response op bladeren van Bintje. Bladeren van Mirabi-
lis jalapa, de enige bekende waard van P.mirabilis, re-
ageerden niet op inoculatie met zowel de hybriden als
het P.infestans ouder-isolaat. Het P.mirabilis ouder-iso-
laat gaf zware aantasting.
De hybriden zullen onderling gekruist worden, en dan
zal bekeken worden hoe waardplant-specificiteit en
AFLP-merkers uitsplitsen in de F2 populatie.
Real time detectie van Pythium
apanidermatum tijdens PCR met
een ‘molecular beacon’ 
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In het EU project MIOPRODIS (coordinator ir. E. van
Os, IMAG Wageningen) wordt op het Instituut voor
Plantenziektenkundig Onderzoek (IPO, Wageningen)
gewerkt aan het ontwikkelen van een gevoelige detec-
tiemethode voor de schimmel Pythium aphaniderma-
tum.
Een nested PCR methode is ontwikkeld waarin erg ge-
voelig de schimmel kan worden aangetoond.
Een DNA verdunningsreeks van P. aphanidermatum
toonde aan dat detectie mogelijk is tot 10 fg (enkele
PCR en tot 1 fg (nested PCR). Ook een zoospore ver-
dunningsreeks van de schimmel werd uitgetest. Detec-
tie m.b.v. nested PCR is mogelijk tot 0.6 zoospore/ml.
Verder werd een Molecular Beacon (MB) ontwikkeld
om in een ABI PRISM 7700 spectrofluorometrische
thermocycler real time de PCR amplificatie te volgen.
Een MB is een fluorescentie probe welke aan de PCR
mix wordt toegevoegd. Deze probe bindt tijdens de
PCR reactie aan het amplicon. Gebonden MB fluores-
ceert terwijl ongebonden MB niet fluorescent is. Door
nu tijdens de PCR reactie de fluorescentie te meten
kan bepaald worden tijdens welke cyclus van de PCR
de fluorescentie boven de achtergrond waarde uitstijgt,
de zgn threshold value Tc. Deze waarde is een maat
voor de hoeveelheid template aanwezig in het monster.
Dit werd ook gedaan voor de DNA verdunningsreeks.
Op deze manier kon een ijklijn worden gemaakt en is
het mogelijk om de hoeveelheid template in het mon-
ster te quantificeren.
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